
628

氏　名（本籍） 村
むら

　田
た

　　　弓
ゆみ

（茨 城 県）

学 位 の 種 類 博　　士（神経科学）
学 位 記 番 号 博　甲　第　4747　号
学位授与年月日 平成 20 年 3 月 25 日
学位授与の要件 学位規則第 4条第 1項該当
審 査 研 究 科 人間総合科学研究科
学位論文題目 Developmental changes in the expression of growth-associated protein-43 

mRNA in the monkey thalamus: northern blot and in situ hybridization 
studies

（発達期のサルの視床における神経成長関連タンパク質（growth-associated 
protein-43）のメッセンジャー RNA発現の変化：ノーザンブロッティングと
in situハイブリダイゼーション法による解析）

主　査 筑波大学教授 理学博士 久　野　節　二

副　査 筑波大学教授 理学博士 志　賀　　　隆

副　査 筑波大学教授 理学博士 照　井　直　人

副　査 筑波大学准教授 医学博士 岩　本　義　輝

【284】

論 文 の 内 容 の 要 旨

（目的）

　発達期に脳のどの領域が，どのようなタイムコースで成体の神経システムに変化していくのかを明らかに

するため，神経の可塑的変化にかかわる GAP-43 の mRNA発現に着目した。GAP-43 はニューロン特異的に

存在し，プロテインキナーゼ Cによってリン酸化されるタンパク質である。特に成長円錐やシナプス前終

末に存在し，細胞骨格であるアクチンの重合を調整して神経終末における発芽を促進する。また，長期増強

や長期抑制の誘発によって生じる細胞骨格の変化にも関与する。生後の発達期において「一時的に活動依存

的な可塑性が高まる時期（臨界期）」があることが知られている。臨界期可塑性は視覚だけでなく聴覚，体

性感覚など他のモダリティ（感覚の様式）にも認められるが，視覚以外のモダリティについてはその神経基

盤はほとんど明らかになっていない。本研究ではヒトに近い脳の構造や機能を持つマカクサルを用いて，発

達期の視床における GAP-43 mRNAの発現タイムコースと分布を調べた。

（対象と方法）

　視床におけるGAP-43 mRNA発現の分布と発現量の変化を，ノーザンブロット法と in situハイブリダイゼー

ション法により発達期を追って解析した。本実験は独立行政法人産業技術総合研究所で定められた動物実験

実施に関するガイドラインに従って実施された。ノーザンブロット法には 21 頭のマカクサル（胎生期 125

日から生後 2～ 3年）を使用した。サルをペントバルビタール深麻酔下にヘパリン含有生理食塩水を経心性

潅流し，脳組織を採取後，視床を凍結・破砕し，全 RNAを抽出した。ヒト cDNAから作成したジゴキシゲ

ニン標識 GAP-43 cRNAプローブ（500bp）でハイブリダイズして，1.5kbの特異的バンドを確認し，その吸

光度から発現量を定量化した。G3PDH mRNA発現量を測定し，これを基準に GAP-43 mRNA発現量を正規

化した。In situハイブリダイゼーション法には生後70日および 90日齢個体各 1頭と成熟個体 2頭を用いた。
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ペントバルビタール深麻酔下で，ヘパリン含有生理食塩水を経心的に潅流し，2％パラホルムアルデヒド－

0.5％グルタールアルデヒド混液で潅流固定した。さらに脳組織を 4％パラホルムアルデヒド－ 5％スクロー

ス混液で数時間後固定し，急速凍結した。16µm厚脳切片を作製した。ジゴキシゲニン標識 GAP-43 cRNAプ

ローブ処理後，免疫反応と NBT/BCIPを用いたアルカリフォスファターゼ発色を行った。次に各視床核にお

いて GAP-43 mRNAの吸光度から発現量を定量化した。まず，切片を CCDカメラ撮影でデジタル化し，画

像処理システム（MCID）を用いて，核の吸光度を測定した。切片間の染色濃度差の補正のため，同一切片

上の白質の吸光度を測定し，これを基準に正規化した発現量を求めた。

（結果）

　視床における GAP-43 mRNAの発現量は，胎生期 125 日齢が最も多く，生後 1日齢で減少，生後 70 日齢

にかけて第 2ピークとして上昇するが，その後徐々に減少し，成熟個体の発現量へと近づいた。In situハイ

ブリダイゼーション解析では，幼若及び成熟個体の全視床核で，ニューロンにのみ発現が認められた。幼若

個体では大型の興奮性投射ニューロンで強発現が見られた。成熟個体でも，大型興奮性投射ニューロンで発

現が認められたが，幼若期より減少していた。小型抑制性介在ニューロンでは，幼若，成熟を問わず発現が

ほとんど認められなかった。一般に視床核は，脊髄等に由来する上行路が通り，主に大脳皮質一次野に投射

する first order nuclei（前腹側核，外側腹側核，後腹側核，外側膝状体，内側膝状体，腹側前核，内側前核）と，

主に皮質 5層ニューロンの投射を受ける higher order nuclei（背側内側核，背側外側核，後外側核，視床枕，

正中中心核，束傍核，外側中心核）に区分される。この区分に基づいて GAP-43 mRNAの発現量を解析すると，

幼若期発現量は first order nucleiが higher order nucleiよりも有意に高いことが分かった。一方，成熟個体で

は両者間に有意な発現量の差は見られなかった。

（考察）

　マカクサルの視床では，生後数ヶ月間は，大脳皮質一次野に投射するニューロンに高い GAP-43 mRNA発

現量が維持されることが明らかとなった。大脳皮質での発現は，胎生期に高く，生後徐々に減少し，生後

70 日齢までに成熟個体レベルまで減少することが知られている。また，GAP-43 は視床で活動依存的に発現

することが知られており，大脳皮質より生後長期にわたって神経回路が活動依存的に変化することが考えら

れる。成熟個体の視床での発現から，成熟後も神経の可塑的変化が示唆される。発現タイムコースについて

は，生後 1日齢で発現低下，生後 70 日齢（2ケ月半）で一過性の発現上昇が見られた。母親から離れた子

ザルの活動が生後 1ケ月後頃から増加するという行動学的報告と今回の結果から，生後数ヶ月の時期に視床

から大脳皮質一次野への投射結合に高い可塑性が見られることは，外界の刺激に応じて脳を変化させるメカ

ニズムの 1つであると考えられる。

審 査 の 結 果 の 要 旨

　本研究は生後発達期の霊長類の視床において，神経可塑性タンパク質 GAP-43 の遺伝子発現変動を組織化

学的・分子生物学的に解析し，特定の時期に特定の視床核群に発現の増加を見出している。総合的に見て，

用意周到な実験計画と正確なデータ分析に基づいて，興味深い事実を提示しており，今後の発展性を秘めた

高く評価できる研究である。

　よって，著者は博士（神経科学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。


